肺癌在全世界是癌症相关造成死亡的最常见原因，全球每年死于肺癌人数占所有死亡人数的3.1%，占所有癌症死亡人数的17.6%，排第一位^\[[@b1]\]^。在台湾，恶性肿瘤自1982年迄今，一直居十大死亡之首位。而其中15%-20%是因肺癌而死亡，据统计2010年死于肺癌的人数占所有癌症死亡人数的20.0%（8, 209/41, 046），位居十大癌症死亡原因第一位，且有逐年增加的趋势^\[[@b2]\]^。癌症发生的原因非常复杂，与先天遗传、生活饮食习惯、居住环境、职业等内外因素有关，流行病学调查显示肺癌的发生和吸烟（包括二手烟）、空气污染、职业因素（如石棉）、放射线物质（如氡气）、遗传因素、慢性疾病、性别因素、病毒感染（如人乳头状病毒）或其它危险因素有关。

和其它许多癌症类似，肺癌的发生源于癌基因的激活，或抑癌基因的失活^\[[@b3]\]^。癌基因指的是那些使人容易得癌症的基因。通常认为原癌基因在遇到致癌物以后会变成癌基因^\[[@b4]\]^。大鼠肉瘤蛋白（ratsarcoma, RAS）原癌基因的突变大约造成10%-30%的肺腺癌^\[[@b5],\ [@b6]\]^。表皮生长因子受体（epithelial growth factor receptor, EGFR）控制着细胞的分裂、凋零，抑制血管生成和肿瘤侵蚀^\[[@b5]\]^。*EGFR*基因突变和扩增在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）中很常见，因此才有采用EGFR抑制剂的治疗基础。染色体损伤会导致基因杂合缺失，这可造成抑癌基因失活。多种基因多态性和肺癌有关，包括白细胞介素-1^\[[@b7]\]^、细胞色素P450^\[[@b8]\]^、细胞凋亡的促进因子（比如caspase-8）^\[[@b9]\]^和DNA修复分子（比如XRCC1）^\[[@b10]\]^。携带这些基因多态性的人在接触致癌物质后更容易罹患肺癌。最近的研究^\[[@b11]\]^发现对位基因MDM2 309G也是亚洲人得肺癌的一个风险因素。

核糖核苷酸还原酶（ribonucleotide reductase, RR）在将核苷酸双磷酸转化为2\' -脱氧核苷酸双磷酸中扮演一必要的角色，接着形成脱氧核苷酸三磷酸，用来提供DNA合成和修复过程必需的RR。因此RR的表达在细胞内定位和功能中都受到高度调节^\[[@b12]\]^。因为RR在DNA合成中扮演如此关键的角色，所以它也是癌症治疗重要的标靶^\[[@b13]\]^。有关RR和肺癌的相关问题，本文综述如下。

1. RR的分子结构与相关研究 {#s1}
=========================

在RR全酶的分子中，包括一个α大次级单位和一个β小次级单位组合成一个α~2~β~2~异四分子，RR的活性需要这样的分子组成^\[[@b12]\]^。在人类，RR已被确认具有一个大次级单位（M1）和两个小次级单位（hRRM2和p53R2）^\[[@b14]\]^。大次级单位（hRRM1）包括基质和异位作用位置，可以控制RR全酶活性和基质特异性^\[[@b15],\ [@b16]\]^，RR次小分子形成两个对等中心含铁双核，这使得酪氨酸自由基稳定，可在催化时启动电子传递^\[[@b15],\ [@b17]\]^。RR两个小次级单位（hRRM2和p53R2）的蛋白质序列有80%的相似度^\[[@b14]\]^。试管测定发现组合成p53R2的蛋白质和hRRM2都会和hRRM1作用而形成一全酶，使得胞嘧啶核苷酸双磷酸（CDP）转化成脱氧胞嘧啶核苷酸双磷酸（dCDP）^\[[@b18],\ [@b19]\]^。双铁双酪氨酸关键中心被认定是RR活性中心，位于p53R2和hRRM2共同凹袋结构结合位置^\[[@b20]\]^，使用一合成八胜肽分子抑制RR活性，发现p53R2会经由与hRRM2一样的主控结合位置和hRRM1结合^\[[@b20]\]^。

p53R2和hRRM2是RR两个小次级单位，两者有一些不一样的特征，p53R2一直被认为是p53核蛋白的转录标靶^\[[@b14],\ [@b21],\ [@b22]\]^。而在转录时hRRM2是被细胞周期有关因子如NF-Y^\[[@b23],\ [@b24]\]^和E2F^\[[@b25],\ [@b26]\]^所调控。在正常生理情况下，hRRM1和p53R2可以在G~1~-G~0~时被探测出来；但是在不分裂的休息细胞中hRRM1似乎不会去结合p53R2或涉入脱氧核糖核苷酸三磷酸（dNTPs）的合成^\[[@b21],\ [@b26]\]^。研究^\[[@b27]\]^发现不增殖细胞并不具有RR活性，造成细胞中脱氧核糖核苷酸三磷酸（dNTPs）浓度较低；而在增殖细胞中，hRRM2在细胞位置和表达则与S期有关^\[[@b27],\ [@b28]\]^。

在野生型p53细胞中，面对DNA受损的反应，p53R2（而不是hRRM2）会参于DNA修复。然而，当p53没有功能，在面对UV照射时，hRRM2能够补充p53R2功能^\[[@b29]\]^。由于p53R2和hRRM2在结构和功能上的不同，激起许多学者对RR两个小次级单位更进一步的研究。

2. RR和癌化研究 {#s2}
===============

研究^\[[@b30]\]^发现癌细胞成长、侵犯和进一步转移可能涉及成长因子Ras/Raf/mitogen被活化蛋白激酶的信号传递路径，这需要一些相关基因被活化。合成的小老鼠核糖核苷酸还原酶小次级单位R2（与人类的M2同质）过度表达时会造成膜相关Raf-1表达增加30%、MAPK-2活性增加70%以及Rac-1活性增加3倍，造成在BALB/c 3T3和NIH 3T3细胞会有很明显的转移潜力增加^\[[@b31]\]^。这些发现显示R2蛋白不仅是RR的一个速率限制因子，而且能够和一些致癌基因包括*v-fms*、*v-src*、*A-raf*、*v-fes*、*c-myc*和*ornithine decarboxylase*合作，提升恶性转型和癌化作用^\[[@b32]\]^。有趣的是，小老鼠和人类细胞株的基因转殖实验^\[[@b20],\ [@b33]\]^都发现核糖核苷酸还原酶大分子M1（小老鼠是R1）具有抑制恶性潜力的作用。最近Rahman等^\[[@b34]\]^发现以小白鼠为实验模型，将RRM2以RNA干扰（RNA interference, RNAi）剔除，会强烈抑制头颈部鳞状细胞癌细胞株和NSCLC细胞株的生长，并且将针对RR次级单位M2（RRM2）的短干扰RNA（short interfering RNA, siRNA）纳米粒子由静脉打入，会抑制肿瘤侵犯并抑制细胞的增生，进而造成细胞凋亡。有关p53R2分子作用机制，Zhang等^\[[@b35]\]^针对p53R2的受酶特征和抑制p53R2的试管研究发现，p53R2和hRRM2对hRRM1的结合力不同，hRRM2对hRRM1的结合力是p53R2对hRRM1的结合力的4.76倍，而RR抑制剂Triapine，则对p53R2和hRRM2的作用强度一样。这些研究可以对癌症治疗有一新的指引方向^\[[@b18]\]^。Zhang等^\[[@b35]\]^发现p53R2抑制人类癌细胞增殖，是通过上调p21、下调cyclin D1，使细胞生长循环停止，因此，p53R2不仅在修补DNA受损，而且也在人类癌细胞增生中扮演关键角色^\[[@b35]\]^。Piao等^\[[@b36]\]^最近的研究发现MEK2可通过与p53R2作用，调节RR活性，如减少MEK2的活性，使RR活性明显减少，说明p53R2受到MEK2-dependent途径的调解具有特异性。

3. RR在NSCLC患者的相关转译研究 {#s3}
==============================

3.1. RRM1、RRM2和p53R2表达在临床研究中的意义 {#s3-1}
--------------------------------------------

Bepler等^\[[@b37]\]^探讨RRM1和PTEN表达对NSCLC患者预后的临床意义，发现RRM1的表达与PTEN表达和RRM2表达明显相关，而RRM1和PTEN高表达患者存活较久且疾病复发较晚。多元变项分析发现RRM1高表达是预测长期生存的因素，与肿瘤分期、生活状态和体重减轻无关。Zheng等^\[[@b38]\]^研究187例仅接受手术治疗的NSCLC，发现RRM1高表达的病患（\> 120个月）比RRM1低表达的病患（54.5个月）的存活率好，且具有统计学差异。由于RRM1一直被学者认为是细胞内化学药剂吉西他滨的目标，RRM1在许多类型肿瘤病患中都被研究过，例如NSCLC、胰脏癌、乳腺癌、胆道癌。当这些病患使用吉西他滨治疗时，RRM1 mRNA的表达和基因的变异都会与这些病患的临床预后有关^\[[@b39]\]^。而Zhou等^\[[@b40]\]^报道使用hRRM2单克隆抗体进行免疫组织化学染色发现，在人类结肠癌、胃癌、肝癌、肺癌、胰脏癌和乳腺癌中hRRM2均有较强染色。研究结果建议可使用此抗hRRM2单克隆抗体做RR的研究和作为肿瘤癌化标记物。Simon等^\[[@b41]\]^最近的研究显示，针对NSCLC末期病患，可根据ERCC1和RRM1表达高低调制不同的化疗治剂，如RRM1表达低，则使用吉西他滨；RRM1表达高，则使用长春瑞滨或多西他赛；ERCC1表达高，则使用多西他赛；ERCC1表达低，则使用卡铂。如此量身打造的化学治疗会比一般常规使用化学治疗得到明显较长的存活率。至于p53R2表达在NSCLC中的临床研究，文献并不多见。Uramoto等^\[[@b42]\]^研究结果不支持p53R2表达在NSCLC中可以发挥重要的预后作用，p53R2介导的DNA修复途径可能负责控制肺癌的增长。然而Hsu等^\[[@b43]\]^研究发现p53R2蛋白表达在早期NSCLC中与癌细胞分化有负向相关。p53R2阳性表达明显有较好的存活率（*P*=0.022）。这点和Uramoto等^\[[@b42]\]^报道不同。因此，我们认为p53R2表达在晚期和早期NSCLC病患中可能扮演不同角色。有趣的是在食道癌中也有同样的发现，学者报告在食道癌和口腔癌中p53R2表达与肿瘤侵犯性、淋巴腺转移和肿瘤大小有关^\[[@b44],\ [@b45]\]^，而p53R2在晚期食道癌比早期病患中表达较高^\[[@b44]\]^。Hsu等^\[[@b46]\]^为了探讨p53R2和hRRM2在肿瘤进行的角色，以免疫组织化学在染色组织微列阵中，探讨p53R2和hRRM2蛋白在NSCLC中的表达。对92例早期NSCLC病例进行研究，发现25例表达hRRM2，占27.2%；而42例表达p53R2，占45.6%。*Kaplan-Meier*分析显示p53R2阴性表达病患比p53R2阳性表达病患的平均整体存活天数短（660 d *vs* 900 d, *P*=0.025）。另外发现hRRM2阳性表达病患比hRRM2阴性表达病患的平均整体存活天数短（660 d *vs* 960 d, *P*=0.044）。此外，p53R2+/hRRM2-或p53R2-/hRRM2-病患比p53R2-/hRRM2+或p53R2+/hRRM2+病患的存活率高（*P*=0.003）。研究^\[[@b46]\]^发现p53R2蛋白表达在早期NSCLC中是一个有利预后因素和预测复发生物因子，p53R2蛋白表达在早期肺癌似乎比hRRM2更重要。p53R2蛋白表达不仅可作为整体存活率的独立生物因子，也可以当作肿瘤复发的指示剂。

3.2. 有关RR抑制剂的研究 {#s3-2}
-----------------------

Tu等^\[[@b47]\]^1999年开始使用小白鼠做研究，以RRM1反义：GTI-2501，作为RRM1抑制剂，针对各种不同人类肿瘤细胞株进行试验，包括肺癌、乳癌、结肠癌、肾脏癌、卵巢癌、胰脏癌及皮肤癌。GTI-2501是20 mer反义寡核苷酸相对位于RRM1的编码区。试管研究发现GTI-2501会降低RRM1 mRNA和蛋白的含量。此外，GTI-2501会抑制人类肺癌、肝癌、卵巢癌、脑癌、黑色素瘤、乳癌、胰脏癌细胞的成长。生物体研究也发现GTI-2501明显抑制裸鼠的结肠癌、胰脏癌、肺癌、乳癌、肾脏癌、卵巢癌、黑色素瘤、星形胶质母细胞瘤的生长。以GTI-2501治疗人类乳腺癌和小白鼠肾肿瘤会造成肿瘤完全消退。GTI-2501可抑制裸鼠黑色素瘤细胞转移到肺部并延长裸鼠淋巴瘤的存活率。这些结果说明GTI-2501可作为选择性和特定的抗癌剂^\[[@b48]\]^。Shibata等^\[[@b49]\]^针对末期转移肿瘤，使用RRM2抑制剂GTI-2040联合奥沙利铂和卡培他滨，进行第一期临床试验，认为这是可行的治疗方法。

Klisovic等^\[[@b50]\]^针对成人复发/难治性急性髓细胞白血病，使用RRM2反义：GTI-2040，抑制RRM2，联合高剂量阿糖胞苷进行第一期临床试验。2001年Orr等^\[[@b51]\]^以GTI-2040进行第一/二期临床试验，并针对肾脏癌和大肠癌作为单一治疗药剂进行第二期临床试验。但在2008年Stadler等^\[[@b52]\]^针对肾脏癌病患，使用GTI-2040和卡培他滨进行第一/二期临床试验，因为RRM2在细胞中的表达出现变异的数据，认为还需进一步研究。Leighl等^\[[@b53]\]^针对末期NSCLC，使用GTI-2040联合多西他赛进行第一/二期临床试验，发现结果并不优于以前单独使用多西他赛治疗NSCLC。

Aye等^\[[@b54]\]^在试管内针对3种哺乳类细胞株研究，发现Triapine可以在30 min内直接对p53R2内铁螯合，使p53R2失去活性。Mortazavi等^\[[@b55]\]^以Triapine长期灌注和固定剂量吉西他滨联合应用于末期固体肿瘤，进行第一期临床试验，探讨Triapine最大耐受剂量、安全性、药代动力学、药效学和有效性，结果发现在30例病患中，有1例部分反应，15例病况稳定。而Triapine已在进行第二期临床试验^\[[@b54]\]^。总之，有关RR抑制剂的研究，目前学者不管在基础或临床的研究都持续在努力，期待对癌症治疗提供另一种有利的选择。

4. 展望 {#s4}
=======

RR的研究，经由基础研究对结构分子的了解，到研究探讨大次级单位（RRM1）、小次级单位（RRM2、p53R2）和各类癌症的相关性，到RR抑制剂（包括如化疗制剂：羟基脲、吉西他滨；铁螯合剂：Triapine；以及反义寡核苷酸：GTI-2501和GTI-2040），进行临床前期的第一/二期试验的系列研究，为人类提供一条对抗癌症可行的路径。RR可作为抗癌的标定物，因为它是DNA合成和修补的关键分子；在许多肿瘤和细胞株的研究中发现它常会增加表达并增加酶的活性；会和一些已知的致癌基因（*v-fms*, *v-src*, *A-raf*, *v-fes*, *c-myc*, *ODC*）一起作用促成细胞转型和癌化潜能；已知RRM2具有抗癌作用；RRM2表达增多会促使癌细胞具有侵犯潜能；RR表达增多具有抗药性，这些研究的结果让人类对抗癌症充满期待。尤其最近以纳米粒子作为RR的siRNA的运送方式正方兴未艾。而有关RR抑制剂，目前仍有一些问题需要解决，包括半衰期太短、药物抑制太快、本身有部分被抑制、会有可逆性的结合现象等，相信经由学者和临床研究的携手合作，许多问题都可以逐渐理清，为人类对抗癌症的努力做出贡献。
